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【摘要】　目的　通过制备新型载汉防己甲素的壳聚糖纳米微球，研究其对于人翼状胬肉
细胞增殖的抑制作用。方法　化学合成新型壳聚糖衍生物 （ｄｅｏｘｙｃｈｏｌｉｃａｃｉｄｍｏｄｉｆｉｅｄｃｈｉ
ｔｏｓａｎ，ＤＡＭＣ），与汉防己甲素作用合成载药纳米微球，并检测其性能。载药纳米微球作用
体外培养的人翼状胬肉成纤维细胞第１天、３天、５天后，采用ＣＣＫ８法检测人翼状胬肉成
纤维细胞的活性。结果　通过化学反应成功获得脱氧胆酸基团接枝的 ＤＡＭＣ，可包载汉
防己甲素药物，两者形成的载药纳米微球载药量较高，可高达７６％。粒径５０～５００ｎｍ，Ｚｅ
ｔａ电位始终保持正电位。体外药物释放实验显示载药纳米微球缓释汉防己甲素可达４８
ｈ。细胞活性实验显示 Ｔｅｔ组第 １天、３天、５天细胞活性分别为（６０．７０±２．３０）％、
（５０．２２±２．３５）％、（２１．９９±２．０７）％，而Ｔｅｔ／ＤＡＭＣ组分别为（７９．７７±２．０９）％、（６３．２４±
２．８３）％、（４０．２８±１．１９）％，含１０×１０－６ｍｏｌ·Ｌ－１汉防己甲素的载药纳米微球具有抑制
人翼状胬肉成纤维细胞的作用，且细胞毒性较原药明显降低。结论　载药纳米微球具有
缓释药物的作用，对人翼状胬肉成纤维细胞的增殖具有明显的抑制作用，且细胞毒性较原

药明显降低，有望提高汉防己甲素防治翼状胬肉复发的效果。

【关键词】　汉防己甲素；壳聚糖；纳米微球；翼状胬肉
【中图分类号】　Ｒ７７７．３

　　汉防己甲素（ｔｅｔｒａｎｄｒｉｎｅ，Ｔｅｔ）是一种由中药防
己、粉防己或千金藤中提取的化学物质，属于生物

碱［１］。已有学者将其应用于抑制翼状胬肉术后复发

的研究［２５］。近年来，壳聚糖（ｃｈｉｔｏｓａｎ）在药物的缓
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眼 科新进展　２０１８年３月　第３８卷　第３期
ＲｅｃＡｄｖＯｐｈｔｈａｌｍｏｌ　Ｖｏｌ．３８Ｎｏ．３Ｍａｒｃｈ２０１８



释、控释及生物医用材料等方面的研究受到广泛的

关注［３５］。目前尚未见有关负载Ｔｅｔ的壳聚糖纳米载
药体系的报道。本研究合成的载 Ｔｅｔ壳聚糖纳米微
球，载药量高，缓释时间长，并能有效抑制人翼状胬

肉成纤维细胞增殖。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　主要试剂　Ｔｅｔ（西安山川生物技术有限公
司），壳聚糖（上海伯奥生物有限公司），１乙基３（３
二甲基氨基丙基）碳酰二亚胺盐酸（上海共价化学科

技有限公司），脱氧胆酸（比利时 Ａｃｒｏｓ公司），细胞
计数试剂盒８（ｃｅｌｌｃｏｕｎｔｉｎｇｋｉｔ８，ＣＣＫ８；日本Ｄｏｊｉｎ
ｄｏ公司）。
１．１．２　人翼状胬肉成纤维细胞的培养　胬肉组织
标本为佛山市第一人民医院眼科手术切除组织，采

用组织块培养法培养人翼状胬肉成纤维细胞。将翼

状胬肉组织碎块浸没入培养基中（１０ｍＬ体积分数
１０％胎牛血清加入９０ｍＬＤＭＥＭＦ１２培养基），置于
含体积分数５％ＣＯ２培养箱中培养，当成纤维细胞从
组织块周围逐渐长出并相互接触后，进行传代。本

实验取第３～６代成纤维细胞进行实验。
１．２　方法
１．２．１　脱氧胆酸接枝壳聚糖衍生物的化学合成　
参考文献的合成方法［６］，取２．０ｇ壳聚糖混悬于１０
ｇ·Ｌ－１醋酸溶液中，搅拌溶解。量取６．０ｍＬ无水乙
醇，溶解１．３ｇＥＤＣ·ＨＣｌ［１（３二甲氨基丙基）３
乙基碳二亚胺盐酸盐］和１．６ｇ的脱氧胆酸，滴入到
壳聚糖溶液中，作用２４ｈ。滴加乙醇／氨水溶液将溶
液ｐＨ调节达弱碱性，所得液体离心（４５００ｒ·
ｍｉｎ－１，１５ｍｉｎ），去除上方液体，取下方沉淀物质。
乙醇洗涤沉淀物三次，然后离心（４５００ｒ·ｍｉｎ－１，１５
ｍｉｎ），冷冻使沉淀物质干燥，得到新型壳聚糖衍生物
（ｄｅｏｘｙｃｈｏｌｉｃａｃｉｄｍｏｄｉｆｉｅｄｃｈｉｔｏｓａｎ，ＤＡＭＣ），名为脱
氧胆酸基团接枝的ＤＡＭＣ。利用 ＫＢｒ（溴化钾）压片
法测定红外光谱法（ＦＴＩＲ）图，分析 ＤＡＭＣ的化学
结构。

１．２．２　ＤＡＭＣ载药纳米微球的制备及其载药性能
测试　在３．０ｍＬ蒸馏水中加入１０．０ｍｇＤＡＭＣ，磁
力搅拌使ＤＡＭＣ溶解；按表１中 Ｔｅｔ／ＤＡＭＣ的配比
称取Ｔｅｔ，溶于０．４ｍＬ四氢呋喃中，逐滴加入 ＤＡＭＣ
液体中，再取１．０ｍＬ水，缓慢滴入反应液体中，在磁
力搅拌下作用２４ｈ。将上述反应液置于４５℃水浴
中，持续搅拌至四氢呋喃从溶液中完全蒸发。最后

将溶液离心（４５００ｒ·ｍｉｎ－１，１０ｍｉｎ），所得上清液即
为载药壳聚糖纳米药物溶液。采用紫外分光光度

法，在波长２８４ｎｍ下测出溶液中Ｔｅｔ的质量，按下面
公式计算载药量：载药量 ＝［（药物总质量 －未负载
药物质量）／ＤＡＭＣ质量］×１００％［６］。

１．２．３　Ｚｅｔａ电位测定　按表１中 Ｔｅｔ／ＤＡＭＣ的不

同质量配比，分别为１５、２５、３５、４５、５５，制
备不同载药量的 ＤＡＭＣ载药纳米微球样品，Ｚｅｔａ电
位分析仪依次测定各样品的Ｚｅｔａ电位。
１．２．４　透射电子显微镜分析　将制备的样品滴到
铜网膜上，晾干，将２０ｇ·Ｌ－１磷钨酸溶液滴加到样
品上使其染色，晾干后再放置于透射电子显微镜下，

观察不同载药量下纳米微粒的粒径和粒形情况。

１．２．５　体外释放实验　采用动态透析法对载药纳
米微球进行体外药物释放实验（重复测量３次）。将
表１中３．５ｍＬ的３号载药纳米微球溶液置于透析
袋中，透析袋两端系紧，以２００ｍＬ的ｐＨ６．２ＰＢＳ缓
冲液和乙醇的混合液（ＰＢＳ缓冲液／乙醇 ＝８０／２０，ｖ／
ｖ）作为释药介质［７］，在（３７．０±０．５）℃脱氧胆酸基团
接枝的ＤＡＭＣ，１００ｒ·ｍｉｎ－１条件中进行体外释放实
验。在不同时间点取出释药介质２．０ｍＬ，再加入等
量的同种介质。取出的介质溶液置于分光光度计

中，在２８４ｎｍ波长下测定Ｔｅｔ含量，按下面公式计算
纳米微球中 Ｔｅｔ的累积释放百分率：药物释放率 ＝
（释放的药物质量／药物总质量）×１００％［６］。

１．２．６　人翼状胬肉成纤维细胞的细胞活性测定　
参考文献［３］选取 Ｔｅｔ药物浓度为 １０×１０－６ｍｏｌ·
Ｌ－１。取人翼状胬肉成纤维细胞以培养基制备３０×
１０６Ｌ－１细胞悬液，接种于９６孔培养板，每孔加入１００
μＬ细胞悬液。２４ｈ后贴壁，弃去培养基，分别加入
含１００×１０３Ｕ·Ｌ－１青霉素和１００ｍｇ·Ｌ－１链霉素培
养基稀释的 ＤＡＭＣ，Ｔｅｔ，Ｔｅｔ／ＤＡＭＣ纳米粒溶液，Ｔｅｔ
终浓度均为１０×１０－６ｍｏｌ·Ｌ－１，设置对照组，每组５
个复孔。培养第１天、３天、５天后，弃去培养液，加
入新的培养基及１０μＬＣＣＫ８，继续培３ｈ。在酶联
免疫检测仪上测定各孔吸光度（Ａ）值（λ＝４５０ｎｍ）。
按下面公式计算细胞生存率：细胞生存率＝实验组Ａ
值／对照组Ａ值×１００％［８］。

１．３　统计学分析　采用ＳＰＳＳ１７．０统计学软件分析
数据，定量数据采用均数±标准差表示，计量资料采
用ｔ检验。Ｐ＜０．０５为差异具有统计学意义。

２　结果

２．１　ＤＡＭＣ的化学结构分析　壳聚糖、脱氧胆酸
及ＤＡＣＭ的ＦＴＩＲ图谱显示，与壳聚糖的图谱相比，
ＤＡＭＣ图谱中位于１６５９×１０－３ｍ－１处和１５６６×１０－３

ｍ－１处出现酰胺基特征峰，ＤＡＭＣ图谱中位于１６００×
１０－３ｍ－１处氨基特征峰则消失，说明脱氧胆酸上的
ＣＯＯＨ通过酰胺化反应与壳聚糖上的ＮＨ２进行了链
接。另外脱氧胆酸图谱中１７０８×１０－３ｍ－１处的特征
峰完全消失，说明脱氧胆酸上的ＣＯＯＨ已被取代。
２．２　ＤＡＭＣ的载药性能　表 １为 ＤＡＭＣ纳米微
球的载药量、Ｚｅｔａ电位和粒径结果，Ｔｅｔ的投入量对
载药量有明显的影响，投入量增加，载药量也随之

增加，逐渐升高至７６％，Ｚｅｔａ电位则呈相反的变化
趋势，随着投入药物量的增加，Ｚｅｔａ电位出现下降
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的趋势。当载药量小于 ４４％时，与空白纳米微球
相比，载药纳米微球 Ｚｅｔａ电位基本趋于稳定，变化
不大，但随载药量的持续增加，Ｚｅｔａ电位开始出现
明显降低。

图１中的透射电镜图片显示，当 ＤＡＭＣ纳米微
球未负载药物时，其微观形态为较均匀的球形或类

球形，粒径约５０ｎｍ（图 １Ａ），随着 Ｔｅｔ负载量的增
加，ＤＡＭＣ载药纳米微球的粒径逐渐增大至５０～１５０
ｎｍ、１００～２００ｎｍ及 ３００～５００ｎｍ（图 １Ｂ－１Ｄ，表
１）。

表１　ＤＡＭＣ载药纳米微球的载药量、Ｚｅｔａ电位及
直径

序号
Ｔｅｔ／ＤＡＭＣ
（Ｗ／Ｗ）

载药量／％ Ｚｅｔａ电位／ｍＶ
纳米微球

直径／ｎｍ

１ ０／５ ０ １４．５０±０．４３ ３０～５０
２ １／５ １０ １３．９９±０．４６ ５０～１５０
３ ２／５ ２６ １１．８１±０．４２ １００～２００
４ ３／５ ４４ １０．７２±０．６２ ２００～２５０
５ ４／５ ６１ ５．９２±１．０７ ２５０～３００
６ ５／５ ７６ ５．２６±０．６４ ３００～５００

图１　ＤＡＭＣ纳米微球负载药物前后的透射电镜照片。Ａ：未负载Ｔｅｔ的ＤＡＭＣ纳米微球，Ｂ、Ｃ、Ｄ：分别为负载Ｔｅｔ量为１０％、２６％和７６％的
ＤＡＭＣ载药纳米微球

２．３　ＤＡＭＣ载药纳米微球的体外释放药物研究　
选取了表１中３号ＤＡＭＣ载药纳米微球进行体外释
放实验，释放行为如图 ２所示，药物的释放比较缓
慢，早期存在突释现象，前８ｈ累积释放出的药物量
约为释放总量的２３．２％，之后药物释放趋于平缓，４８
ｈ后药物的释放基本停止，释放的药物量为释放总量
的４５．６％，说明纳米药物具有缓慢将药物释放的
作用。

２．４　纳米微球对人翼状胬肉成纤维细胞的细胞活
性的影响　Ｔｅｔ／ＤＡＭＣ纳米微球分别作用于人翼状

图２　ＤＡＭＣ载药纳米微球在体积分数２０％乙醇，ｐＨ６．２磷酸
盐缓冲溶液中的释放曲线

胬肉成纤维细胞第１天、３天、５天后细胞活性结果
表明（图３），随着药物作用时间的延长，Ｔｅｔ和 Ｔｅｔ／
ＤＡＭＣ对细胞增殖的抑制作用均逐渐增强，Ｔｅｔ组第
１天、３天、５天细胞活性分别为（６０．７０±２．３０）％、
（５０．２２±２．３５）％、（２１．９９±２．０７）％，而 Ｔｅｔ／ＤＡＭＣ
组第 １天、３天、５天细胞活性分别为（７９．７７±
２０９）％、（６３．２４±２．８３）％、（４０．２８±１．１９）％，与
Ｔｅｔ组相比，其抑制作用明显减弱，差异均有统计学
意义（均为Ｐ＜０．０５）。

图３　ＤＡＭＣ、Ｔｅｔ／ＤＡＭＣ纳米微球和 Ｔｅｔ对人翼状胬肉成纤维
细胞活性的影响。与对照组相比，Ｐ＜０．０５；与 Ｔｅｔ组比较，
＃Ｐ＜０．０５
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３　讨论

翼状胬肉是眼科临床的常见病和多发病，手术

切除翼状胬肉是临床最常见和有效的治疗方法，但

术后复发是眼科临床有待解决的难题之一。有研究

表明Ｔｅｔ体外可以明显抑制血管内皮细胞的增殖、迁
移和小管形成，具有明显抗血管形成的效应［９］。另

外Ｔｅｔ可以直接抑制胬肉组织中ＶＥＧＦ的分泌［５］，以

及通过抑制钙离子通道，抑制翼状胬肉成纤维细胞

的增殖［４］。眼局部给药常用的剂型是滴眼剂，但因

药物在眼表保留的时间短（１～３ｍｉｎ），药物在眼表
的利用率较低，只有通过频繁给药才能达到治疗的

作用，一些药物经泪道黏膜吸收后可引起全身副作

用［９１０］。因此，研发新剂型眼用药物，克服常规滴眼

剂的不利因素，对于眼科疾病的治疗具有重要意义。

本研究中成功合成了脱氧胆酸接枝的新型壳聚

糖衍生物，在水中通过简单的自组装即可形成纳米

微球。本研究表明脱氧胆酸接枝的壳聚糖衍生物对

Ｔｅｔ具有极佳的包载能力，随着投入药物量的增加，
载药量呈现持续增加的现象，且最高时达到 ７６％。
而其他纳米载药系统负载 Ｔｅｔ的载药量在 ３５％以
下［１１１２］。随着载药量的增加，ＤＡＭＣ载药纳米微球
的粒径也持续增加（图１Ｂ－１Ｄ），但粒径保持在５０～
５００ｎｍ。研究表明［１３］，纳米粒粒径小于２５０ｎｍ时，
有利于纳米药物透过细胞屏障和细胞膜，提高药物

利用率。表１中３号载药纳米微球粒径为１００～２００
ｎｍ，粒径适中，载药量也较高，因此选取３号样品进
行体外释放实验以及接下来的细胞实验。

本研究中Ｚｅｔａ电位的结果显示，ＤＡＭＣ纳米微
球带正电荷，负载Ｔｅｔ药物后，纳米微球仍带正电荷，
随载药量的增加有所下降，但 Ｚｅｔａ电位仍始终保持
正值，说明大部分药物可能负载于胶束内部，这与

Ｐｉｇｎａｔｅｌｌｏ等［１４］和 Ｂａｒｂｕ等［１５］报道的一致。纳米胶

束表面带正电荷，这有利于与带负电荷的细胞膜相

互作用，增强细胞对载药纳米胶束的摄取［１６］。泪液

的黏蛋白层中糖基侧链中含有大量ＣＯＯ和ＳＯ３，使
眼表表面附带负电荷［１７］，正负电荷的静电作用将有

助于延长载药纳米微球眼表滞留时间，更好地发挥

药物的治疗作用。

程国华等［１１］合成的载Ｔｅｔ纳米药物体外缓释时
间为３ｈ，本研究结果显示载Ｔｅｔ的壳聚糖纳米微球具
有缓慢持续释放药物的作用，且释放的时间可持续达

４８ｈ。因此药物能够在眼表持续平稳释放，减少泪液
循环带来的药物流失。而尚未释放出来的药物，可在

体内通过溶菌酶的降解进一步释放出来［１８］。

壳聚糖几乎无毒性，具有良好生物安全性。研

究者［１８］发现壳聚糖浓度为２．０ｇ·Ｌ１时，仍未对结
膜上皮细胞产生任何的毒性。细胞实验中，ＤＡＭＣ
纳米微球对翼状胬肉成纤维细胞的细胞活性未产生

影响。表明其对细胞没有毒性，生物安全性良好。

研究表明Ｔｅｔ具有抑制成纤维细胞的作用［１９２０］。体

外细胞实验显示 Ｔｅｔ和 Ｔｅｔ／ＤＡＭＣ均能抑制人翼状
胬肉成纤维细胞的增殖，Ｔｅｔ组第１天、３天、５天细
胞活性分别为（６０．７０±２．３０）％、（５０．２２±２．３５）％、
（２１．９９±２．０７）％，而Ｔｅｔ／ＤＡＭＣ组分别为（７９．７７±
２．０９）％、（６３．２４±２．８３）％、（４０．２８±１．１９）％，可
见随着药物作用时间的延长，Ｔｅｔ和 Ｔｅｔ／ＤＡＭＣ对细
胞增殖的抑制作用均逐渐增强。而与 Ｔｅｔ相比较，
Ｔｅｔ／ＤＡＭＣ的抑制作用减弱，即对细胞的毒性作用降
低。这是由于纳米药物 Ｔｅｔ／ＤＡＭＣ纳米微球具有缓
释Ｔｅｔ药物的作用，因此作用于细胞的药物量减少，
延长了Ｔｅｔ药物对人翼状胬肉成纤维细胞的抑制作
用时间，同时也降低了药物对正常组织细胞的毒性

作用。

综上所述，本研究合成的载Ｔｅｔ纳米药物具有高
载药量，粒径适中，且缓释时间长等优点。细胞实验

也显示具有抑制翼状胬肉成纤维细胞的作用，具有

一定的研究应用前景。
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平较高糖组显著下降，细胞活性显著提高，提示 ＡＬＡ
对高糖条件下培养的 ＨＬＥＣＢ３细胞有一定的保护
作用，且该保护作用可能是通过上调 ＨＬＥＣＢ３细胞
中ＭｎＳＯＤ的表达来实现的。另外本研究发现，ＡＬＡ
对高糖诱导的氧化损伤的抵消趋势随药物浓度的增

加而愈发明显，提示ＡＬＡ对高糖条件下ＨＬＥＣＢ３细
胞的保护作用可能呈一定的浓度依赖性，但其最适

浓度范围仍需进一步研究。

综上所述，ＡＬＡ可有效抑制人晶状体上皮细胞
内线粒体ＲＯＳ的产生，增强其在高糖条件下的抗氧
化损伤能力，对高糖条件下培养的人晶状体上皮细

胞具有一定的保护作用。鉴于离体培养的细胞株与

活体内晶状体上皮细胞仍有一定的差异，所以 ＡＬＡ
在临床上具体的治疗效果和应用前景仍需进一步研

究。
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